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ISTITUTO DI CLINICA PEDIATRICA DELL’UNIVERSITA DI FERRARA 
(Direttore: Prof. E. Schwarz-Tiene) 


Modificazioni dei composti fosforati ad alto livello 
energetico nel diabete galattosurico sperimentale e 
azione protettiva dell’acido orotico 


E. SCHWARZ-TIENE - P. CAREDDU - N. CABASSA 


Il diabete galattosurico, detto impropria- 
mente galattosemia, ¢ una malattia congenita 
del metabolismo del galattosio, legata a un 
difetto, pit o meno completo nei vari tessuti, 
dell’enzima di incorporazione del galattosio 
nell’ uridin-nucleotide (uridin-difosfo-glucosio = 
= UDPG), cioé della galattosio-1-fosfato- 
-uridil-transferasi (9). 

Osservazioni recenti sugli eritrociti dei ge- 
nitori di bambini galattosemici hanno dimo- 
strato in essi un difetto arziale dell’enzima di 
incorporazione, eomanbe cosi la prova che 
l’enzimopatia deve essere ereditaria (10). 
anche possibile che uno solo dei genitori 
presenti un modesto difetto enzimatico e una 
risposta anomala alla prova di carico con 
= eset (8) e la trasmissione ereditaria del- 
allo stato eterozigote spiegherebbe 
linsorgenza dei casi lievi, ad andamento 
molto protratto, di diabete galattosurico. 

In questa forma, si ha quindi un blocco della 
prima reazione metabolica del galattosio, dopo 


La parte sperimentale di queste ricerche spetta ai Dottori Ca- 
reddu Cabassa, 


avvenuta la fosforilazione ad opera della galat- 
tochinasi e dell’ATP, che é normalmente se- 
guita dall’epimerizzazione dell’uridin-difosfo- 
-galattosio in uridin-difosfo-glucosio, mediante 
luridin-difosfo-galattosio-4-epimerasi (1). 

Si accumula quindi nei tessuti del galatto- 
semico, tenuto a dieta lattea, del galattosio-1-P 
e i sintomi clinici debbono avere un rapporto 
patogenetico diretto con l’accumulo di questo 
esosofosfato, perché si riducono o scompaiono 
quando il adeanihe viene abolito nella dieta 
(6, 7). 

Il galattosio-1-fosfato esercita una inibizione 
competitiva sull’enzima fosfoglucomutasi, che 
provvede a trasformare il glucosio-1-fosfato in 
glucosio-6-fosfato, attraverso la tappa del 
glucosio-1-6-difosfato, perché si trasforma in 
galattosio-1-6-difosfato, sottraendo il fosfato 
trasferibile all’enzima (13, 17). 

La reazione tra galattosio-1-6-difostato e 
defosfoenzima avviene molto lentamente, per 
cui si accumula della fosfoglucomutasi defo- 
sforilata, che solo in parte é rifosforilata dalle 
piccole quantita di glucosio-1-6-disfosfato pre- 
senti. La fosfoglucomutasi, oltre che nella 
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glicolisi anaerobica, interviene come enzima 
in varie reazioni metaboliche essenziali, come 
nella sintesi del glicogeno, di mucopolisac- 
caridi, dei nucleotidi e dei protidi. 

Si_pud quindi pensare che il galattosio-1- 
-fosfato non sia un tossico di per sé, pur potendo 
agire come sostanza estranea nella compagine 
di qualche tessuto, per esempio del fegato, 
ma che esso provochi delle turbe metaboliche 
cellulari, seguite poi da alterazioni strutturali 
estrinsecantesi, con la sintomatologia propria 
del diabete galattosurico (distrofia, epato- 


-splenomegalia, cirrosi epatica, cataratta, ipop- 
sichismo, ecc.). 

Lo studio di queste possibili turbe meta- 
boliche é@ stato affrontato da Prankerd e da 
Schwarz (14), esaminando il comportamento 
negli eritrociti di bambini galattosemici degli 
esteri fosforici e dell’ ortofosfato, cioé dei com- 
posti fornitori di energia, collegati con il 
metabolismo glucidico. 

Eritrociti di bambini galattosemici tenuti a 
dieta con galattosio hanno dimostrato basse 
concentrazioni di ATP e di 2-3-difosfoglicerato 
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4 


ato 


(quest’ultimo composto, particolarmente ab- 
bondante negli eritrociti, pud provvedere alla 
fosforilazione dell’ADP, per cui ATP pud 
anche non apparire diminuito, come compor- 
terebbe la ridotta assunzione di ortofosfato 
da parte dell’ADP). 

L’incubazione di questi eritrociti in vitro 
con galattosio ha dato gli stessi risultati, con- 
fermati dall’aggiunta sistema sperimentale 
di fosforo radioattivo (P%*), con la dimostra- 
zione che l’attivita specifica dell’ATP era de- 
pressa e¢ aumentata quella dell’ ortofosfato. 

In nostre ricerche precedenti (2) condotte 
nella galattosemia sperimentale provocata in 
giovani ratti, tenuti per un lungo periodo ad 
una dieta arricchita in galattosio (il ratto é 
molto sensibile alle aggiunte di galattosio alla 
dieta, perché il latte della femmina é povero 
in lattosio), si era osservata, oltre a sintomi 
ben evidenti di malattia (diminuzione di peso, 
cataratta in alta percentuale, diabete fosfo-ami- 
no-galattosurico) una riduzione dell’ attivita 
succino-deidrogenasica e ATP-asica nei tessuti 
epatico e renale. La ripartizione cromatogra- 
fica delle varie frazioni fosforate negli omo- 
genati degli stessi tessuti ha evidenziato una 
riduzione dell’ATP e dell’ADP, con contem- 

oraneo aumento del P inorganico e del- 
"AMP. 

Dal punto di vista delle alterazioni istologiche, 
nel rene era evidente una degenerazione tor- 
bida e vacuolare degli epiteli tubulari, soprat- 
tutto a livello del tubulo prossimale ¢ nel 
fegato erano visibili focolai isolati di steatosi, 
con aree di degenerazione idropica e va- 
cuolare. 

In una nuova serie di osservazioni, condotte 
ancora nei ratti resi galattosemici con una 
dieta protratta, arricchita in galattosio, e in 
ratti Sinsensesi con stessa dieta, ma con ag- 
giunta di orotato potassico, abbiamo ora stu- 
diato negli omogenati di tessuto epatico e 
renale la ripartizione dei composti fosforati 
ad alto livello energetico ed i valori di incor- 
porazione in questi esteri di radiofosforo. 

Inoltre con sospensioni di mitocondri di 
fegato degli stessi animali, si ¢ determinato, 
all’apparecchio di Warburg, il quoziente di 
fosforilazione ossidativa. 


Si é voluto cosi portare nuovi dati a so- 
stegno dell’ammessa importanza delle turbe 
metaboliche indotte dal galattosio, non uti- 
lizzato per l’enzimopatia caratteristica del 
diabete galattosurico o per l’introduzione in 
eccesso con la dieta di questo esoso e contem- 
poraneamente studiare una possibile azione 
protettiva dell’acido orotico. 

Questa poteva essere ipotizzata in base alle 
proprieta dell’acido orotico di essere un pre- 
cursore (come ribotide od orotidina) del ri- 
botide dell’uracile o uridina (v. schema), che 
rappresenta il primo nucleotide pirimidinico, 
parte essenziale, dei coenzimi UDPG e UTP 
e di influenzare alcune attivita enzimatiche 
epatiche ed il contenuto in azoto dei mi- 
tocondri nel ratto a dieta ipoproteica e carente 
in vitamina Byo. 

L’acido orotico, secondo le ricerche di Mo- 
ruzzi e Rabbi (15), rappresenta il Fattore 
Proteico Animale e migliora lo stato di nutri- 
zione di ratti tenuti a dieta ipoproteica e priva 
di FPA e, secondo ricerche di Chiancone e 
Coll. (2 bis), aumenta la sopravvivenza di ratti 
a dieta completa ed arricchita in lattosio. 


METODICA 


Ratti albini del peso medio di 30 g sono stati 
divisi in tre gruppi, di cui uno (A) alimentato con 
la seguente dieta: 
galattosio 25; caseina 16; amido 50; olio d’oliva 8; 
olio di fegato di merluzzo 2; miscela salina 4. 

A un secondo gruppo (B) veniva somministrata 
la stessa dieta, con aggiunta di orotato di potassio 
in dose di 1 g per Kg di alimente e, a un terzo gruppo 
(C) di cule, la stessa dieta, nella quale il galat- 
tosio era sostituito con amido. 

I ratti sono stati cosi alimentati per 30 ¢ 60 giorni. 

Sono stati eseguiti i seguenti esami: 


1) determinazione del N aminico (Peters e¢ 
v. Slyke); del P (Tausky-Schorr) e delle sostanze 
riducenti (Nelson-Somogy) nelle urine; 

2) ripartizione cromatografica degli esteri fo- 
sforici (Eggleston ed Hems, 5) negli estratti tricloro- 
acetici di omogenati di fegato e di rene; dosaggio 
delle frazioni fosforate dopo idrolisi acida ed ince- 
nerimento (Berenblum e Chain); 


3) quoziente di fosforilazione ossidativa (P/O), 
ottenuto in sospensioni in soluzione di saccarosio 
0,25 M di mitocondri di fegato dei ratti in esame. 

Nelle vaschette coniche dell’apparecchio di War- 
burg veniva portata una quantita di sospensione di 
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mitocondri, corrispondente a circa 1 g di tessuto 
fresco e si aggiungeva 

nel pozzetto centrale: 
saccarosio 0,25 M 0,5 cc - AMP sodico 0,05 M 
0,1 cc - MgSO, 0,75 M 0,1 cc - KF 0,4 M 0,1 cc - 
citocromo C 3x10-1 M 0,1 cc - betaidrossibutir- 
rato Na 0,3 M 0,1 cc - tampone fosfati secondo 
Soerensen 0,2 M a pH 7,4 0,1 cc - tampone tris 
0,2 M a pH 7,4 0,2 cc - KCl 0,15 M fino a 3 cc; 

nel braccio laterale: 
glucosio 0,78 M 0,2 cc - esochinasi (Sigma) 20 mg- 
atmosfera di aria - incubazione per 20 minuti primi 
a 25°C. 

Alla fine del periodo di incubazione, la reazione 
era bloccata con 2 cc di TCA al 10%, e dopo cen- 
trifugazione sul sovranatante si eseguiva il dosaggio 
del P inorganico con il metodo di Taussky e Schorr. 

Il P scomparso veniva calcolato dalla differenza 
di ortofosfato inorganico delle -vaschette in esperi- 
mento e delle corrispondenti vaschette bloccate al 
tempo O. 

In base a questo dato ed a quello del consumo di Oz 
nello stesso intervallo di tempo, si calcola il quo- 
ziente P/O (Mole di ortofosfato impiegate per atomo 
di O consumato); 


4) incorporazione di P32 negli omogenati di fe- 
gato (Krebs, Ruffo, Johnson e aheri , II), cromatogra- 
fia su carta degli estratti TCA e determinazione della 
attivita specifica nelle frazioni fosforate isolate. 

La tecnica é la seguente: 

3 g di fegato di ratto appena sacrificato vengono 
omogenizzati in apparecchio di Potter con 60,7 cc 
di medium III di Krebs (modificato in quanto privo 
di CaCly, di fosfati e di composti organici), con 
aggiunta di 2,8 cc di puffer-fosfati 0,1 M a pH 7,4 
e di 1 cc MgCly 0,1 M. 

Omogenizzazione in ghiaccio con soluzioni pre- 
cedentemente tenute in frigorifero, pH finale della 
soluzione di 6,6-6,8. L’incubazione viene fatta a 37°C 
in vaschette coniche in apparecchio di Warburg, in 
atmosfera di aria. 

La vaschetta centrale contiene 3 cc dell’omogenato 
diluito e il braccio laterale 1 cc di soluzione con i 
seguenti substrati, sotto forma di sale sodico: 


ATP 100 micromole = P32Q4 10 microcurie - alfa- 
chetoglutarato 400 micromole. 

Dopo un periodo di Io minuti primi, si da inizio 
all’incubazione, che viene fatta in diversi campioni 
bloccati al tempo o e a 4’-10’ e 20’, portando rapida- 
mente le vaschette in bagno di ghiaccio e con aggiunta 
di 0,5 cc di TCA al 30%. Il contenuto delle vaschette 
viene centrifugato per 15’ e il sovranatante viene 
tenuto a —14°C fino al momento dell’analisi. 

Cromatografia bidimensionale sull’estratto TCA 
degli esteri fosforici con la tecnica di Eggleston e 
Hems; determinazione della radioattivita con conta- 
tore GM sui liquidi di incenerimento diluiti a 10 cc. 
Sugli stessi liquidi, estrazione con butanolo e deter- 
minazione colorimetrica del P acido solubile con 
il metodo di Berenblum e Chain. 
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I valori sono espressi in impulsi per minuto primo 
per microgrammo di P; 


5) determinazioni sugli omogenati di tessuto 
epatico e renale delle seguenti attivita enzimatiche: 
succinodeidrogenasi (Kun e Abood, 12), adenosintri- 
fosfatasi (Du Bois e Potter, 4), dl-aspartico-chetoglu- 
tarico transaminasi (Tonhazy, White, Umbreit, 18); 


6) determinazione del galattosio-1-fosfato se- 
condo Schwarz e Golberg (16): il tessuto epatico viene 
omogenizzato in mortaio con 7 volumi di TCA 5% 
e la poltiglia viene centrifugata a 0°C. Il sovranatante 
viene frazionato con idrossido di Ba, seguendo le 
indicazioni di La Page. Porzioni della frazione Ba- 
solubile vengono cromatografate su carta (lavata 
con soluzione di versenato), adoperando alcool iso- 
propilico, NH3, acqua (60:30:10) come solvente. 

Il cromatogramma viene sviluppato con il reagente 
molibdico di Iserwood e Hanes per la localizzazione 
delle macchie. Un secondo cromatogramma, alle- 
stito contemporaneamente, viene utilizzato per I’iso- 
lamento dell’esosofosfato, ottenuto con eluzione della 
striscia di carta comprendente questo estere. L’eluato 
viene successivamente idrolizzato con HCl 0,1 N a 
100°C per 7 minuti primi, neutralizzato e portato 
a secchezza. Il residuo secco viene ripreso con pi- 
ridina e cromatografato con n-butanolo, ’ piridina, 
acqua (3:2:1,5) adoperando come standard di con- 
fronto una miscela di galattosio e glucosio. L’identi- 
ficazione delle sostanze riducenti veniva fatta immer- 
gendo i cromatogrammi in soluzione di Ag nitrato 
in acetone e successivamente in NaOH 0,2 N. Dopo 
la comparsa delle macchie la carta veniva immersa 
in un bagno di fissaggio acido fotografico, seguendo 
le indicazioni di Wright e Coll. (19). 


RISULTATI ~ 


I risultati delle nostre indagini possono essere 
cosi sintetizzati: 


1) accrescimento ponderale ridotto, sia 
nei ratti del gruppo A (alimentati con galat- 
tosio), che in quelli del gruppo B (alimentati 
con galattosio + orotato di potassio); 


2) alta percentuale di opacita del cri- 
stallino ed elevata mortalita nei ratti del 
gruppo A; minore percentuale di alterazioni 
cubes e di mortalita nei ratti del gruppo B; 


3) iperaminoaciduria, iperfosfaturia, ga- 
lattosuria in entrambi i gruppi di animali, 
perd meno accentuate in quelli tia.cati con 
galattosio orotato; 


4) alterazioni istologiche epatiche e re- 
nali di modesta entita. A carico del fegato 
si osservano una degranulazione dei citoplasmi, 


Fig. 2 - Fegato di ratto trattato con galattosio e orotato di K. Colorazione PAS per il glicogeno (ingrandimento 400). 
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TABELIA I 


Orotato Controlli 


Galattosio 

§1,10 42,22 41,84 
P ..... 15,01 16,58 18,43 
inosin. P 9,28 II ,03 8,65 
7,36 13,66 9,71 
7,42 14,46 10,06 
9,68 14,83 10,19 

TABELLA II 
Durata 
dell’esperi- Controlli Galattosio Orotato 
mento 

30 gg. 1,21 0,18 

id 1,70 0,66 2,35 

id 1,58 1,62 1,01 

id 1,43 1,53 

34 gg. 1,18 1,60 2,06 

id 1,50 1,35 

id. 1,54 

id. _ _ 1,10 

40 gg. 2,01 0,77 1,26 

id 2,06 0,41 2,65 

id. 0,50 1,64 

id. 2,42 


che assumono frequentemente un aspetto 
rigonfio, granuloso, e in qualche caso una 
degenerazione vacuolare molto spiccata con 
qualche zona di steatosi iniziale. 

Assenti sono generalmente i segni di soffe- 
renza nucleare, a parte una modica anisocitosi. 

Nel complesso le modificazioni osservate 
possono considerarsi espressione di un’attivita 
metabolica cellulare esaltata, con assenza di 
fenomeni a carattere regressivo. 

Queste modificazioni sono pit evidenti 
nei ratti del gruppo A, nel fegato dei quali 
si dimostra inoltre particolarmente abbondante, 


TABELLA III 


Trattamento Fegato Rene 


AttivitrA ATP-asica (1) 


galattosio + orotato K ...... 3,97 1,06 2,12 1,18 
3,85 0,7 1,73 0.4 


0,318 0,02 0,212 + 0,09 
galattosio + orotatoK ..... 0,334 + 0,01 0,232 + 0,07 
0,438 0,04 0,251 + 0,1 
P (significativitd) ............ 
ATTIVITA TRANSAMINASICA (3) 
18,5 4 2,1 8,6 + 1,4 
galattosio + orotato K ..... 22.2 + 0,8 12,0 + 3,1 
24,8 + 1,4 11,3 + 2,0 
P (significativitd) ............ 
NOTE: 


(1) Espressa in microgrammi di P liberato dell’adenosin- 
-trifosfato sodico per attivita dell’enzima in 20 m‘ di incu- 
bazione a 37° C x 10 mg di tessuto fresco. 


(2) Espressa in microgrammi di cloruro di trifeniltetra- 
zolio ridotto/I mg di tessuto fresco/20 m‘ di incubazione 
a 37° C. 

(3) (dl-aspartico-ossalacetico) espressa in microgrammi di 
piruvato formati/I mg di tessuto fresco/1o0 m’‘ di incuba- 
zione a 37° C. 


con la colorazione del PAS per il glicogeno, 
una sostanza che si accumula nel citoplasma 
degli epatociti, conferendo agli stessi il tipico 
aspetto a cellula vegetale. 

Non si tratta perd di glicogeno, come dimo- 
stra la prova di pre-digestione con saliva, che 
non porta alla scomparsa di tale sostanza, che 
potrebbe essere invece del galattogeno o altro 
polisaccaride complesso, la cui molecola non 
viene attaccata dalla beta-amilasi salivare, del 
tipo di quello descritto recentemente da Craig 
e Uzman (3) e costituito da glucosio, galattosio, 
glucosamina e acidi neuraminici (sialico, ecc.). 


9 


| 
P (significativita) eed > - 
ATTIVITA SUCCINODEIDROGENASICA (2) 


Allo stato attuale delle osservazioni non é 
possibile stabilire T’esatta natura di questa 
sostanza; é certo perd che l’accumulo della 
stessa é espressione di una tesaurosi particolare 
che si determina nei ratti galattosemici, in 
quanto é presente in modo evidente anche a 
livello del rene. Le alterazioni cellulari mo- 
deste paiono escludere la possibilita di un ab- 
norme accumulo derivante da una grave alte- 
razione metabolica degli epatociti. 

Le alterazioni istologiche renali, anch’esse 
modeste, sono tuttavia pid caratteristiche di 
quelle epatiche e consistono fondamental- 
mente in un rigonfiamento microvacuolare, 
idropico degli epiteli tubulari, con il quadro 
di una tubulonefrosi osmotica. 

Come si é gia detto a livello degli epiteli 
tubulari é inoltre presente un discreto accu- 
mulo di materiale PAS positivo, affine a quello 
tesaurizzato negli epatociti; 


5) per quanto riguarda le determinazioni 
di alcune attivita enzimatiche (vedi tabella III) 
non si sono avute, in questa nuova serie di 
osservazioni, a differenza di quanto si era 
visto nei ratti dei precedenti lavori, delle va- 
riazioni significative dell’attivita ATP-asica e 
poco significative sono state anche le va- 
riazioni delle attivita succinodeidrogenasica 
transaminasica (dl-aspartico-ossalacetico) 
pur con notevoli scarti da un animale all’altro; 


6) con ripartizione cromatografica 
delle varie frazioni fosforate, si é osservato che 
nel fegato dei ratti del gruppo A vi era un 
discreto aumento del P inorganico ed una ridu- 
zione dell’ATP, mentre i valori erano press’a 
poco uguali a quelli dei controlli nei ratti 
del gruppo B (vedi grafico I e tabella 1). 

Lo spostamento del normale rapporto P inor- 
ganico/ATP-ADP potrebbe essere dovuto, 
almeno teoricamente, anche ad un aumento 
dell’attivita adenosintrifosfatasica. 

I controlli da noi eseguiti hanno escluso 
questa possibilita e fanno quindi propendere 
per una diminuita sintesi di ~ P ad alto li- 
vello energetico; 


7) nella maggior parte dei ratti galatto- 
semici esaminati, il quoziente P/O é dimi- 
nuito rispetto ai controlli, mentre in quelli 
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trattati con galattosio+orotato, detto quo- 
ziente @ normale o addirittura aumentato 
(vedi grafico II e tabella Il); 


8) lincorporazione del P radioattivo da 
parte della frazione ATP-ADP isolata é ridotta 
nei ratti galattosemici ed i valori di attivita 
specifica del pool del P inorganico si manten- 
gono pit elevati, durante l’incubazione es- 
sendo diminuita la rigenerazione dei composti 
fosforati ad alto livello energetico. 

I valori di organicazione del P22 sono invece 
eguali a quelli dei controlli per i ratti alimen- 
tati con galattosio+orotato (vedi grafico III); 


9) presenza di galattosio-1-fosfato nel 
tessuto epatico dei ratti dei gruppi A e B. 
Il metodo di semplice determinazione quali- 
tativa non permette di valutare eventuali dif- 
ferenze del contenuto di questo esosofosfato 
nei tessuti dei ratti trattati con galattosio e 
con galattosio+ orotato. 


CONCLUSIONI 


Nei ratti, nei quali si é provocato un diabete 
galattosurico con alimentazione molto arric- 
chita in galattosio, si ¢ dimostrata, nel tessuto 
epatico, una riduzione della disponibilita del- 
l’energia metabolica fornita alle cellule dai 
composti fosforati ad alto livello energetico, 
per una minore sintesi e rigenerazione di 
questi ultimi, legate a turbe nel processo di 
fosforilazione ossidativa. 

Nel diabete galattosurico o galattosemia 
sperimentale, malattia acquisita, si pud pen- 
sare che la somministrazione eccessiva e pro- 
tratta di galattosio provochi una saturazione, 
anche parziale, della galattosio-1-P-uridil-tran- 
sferasi e del coenzima UDPG, con un riavvi- 
cinamento patogenetico alla vera enzimopatia 
congenita, che é alla base del diabete galatto- 
surico umano, nel quale si stabilisce con tutta 
verosimiglianza la stessa riduzione della forni- 
tura di energia metabolica da parte dei composti 
fosforati, con legami ad alto livello energetico. 

Lo sfavorevole rapporto tra uridil-transfe- 
rasi e galattochinasi nel diabete galattosurico 
sperimentale e la ridotta attivita della fosfo- 
glucomutasi, per il meccanismo gia ricordato, 


INCORPORAZIONE DEL P22 NELL* ATP - ADP IN 
PRESENZA CHETOGLUTARATO 


Grarico III 


SCOMPARSA DEL PI2 DAL P INORGANIKO DURANTE 
LINCUBAZIONE IN PRESENZA Di O-CHETOGLUTARATO 
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condizionano le turbe del metabolismo glu- 
cidico e della produzione di energia ad esso 
collegate. 

Degno di segnalazione ci sembra I’effetto 
protettivo esercitato dall’acido orotico, ag- 
giunto alla dieta ricca in galattosio, effetto 
dimostrato da una quasi normalizzazione della 
sintesi dei composti fosforati ad alto livello 
energetico, del rapporto P/O e da riduzione 
delle alterazioni istologiche del fegato, del 
rene e del cristallino. 

Detta azione é certamente complessa e non 
facilmente interpretabile; perd si pud avan- 
zare l’ipotesi che l’acido orotico, incremen- 
tando la sintesi dei composti uridinici, pro- 
vochi una maggiore disponibilita del coenzima 
UDPG e forse stimoli anche l’azione della 
uridil-transferasi, migliorando la funzione 
metabolica dei mitocondri delle cellule epa- 
tiche. 

Questi dati sperimentali pongono I’indica- 
zione al trattamento con acido orotico del 
diabete galattosurico umano, con esclusione 
ancora del galattosio dalla dieta nei casi gravi, 
ma forse anche senza necessita di adie. 
zioni alimentari nei casi lievi. 


RIASSUNTO 


In una ulteriore serie di ricerche nel diabete galat- 
tosurico sperimentale del ratto, si é potuto dimostrare, 
con lo studio della fosforilazione ossidativa dei mito- 
condri di cellule epatiche e della organicazione del 
P32 nelle varie frazioni fosforate di estratti di omoge- 
nati di fegato, una riduzione notevole dell’energia 
messa a disposizione del metabolismo cellulare. Que- 
ste gravi turbe funzionali vengono modificate favo- 
revolmente dall’aggiunta di acido orotico alla dieta 
arricchita in galattosio. Viene discusso il possibile 
meccanismo dell’azione protettiva di questo impor- 
tante precursore delle pirimidine. 


RESUME 
Modifications des composés phosphorés a haute teneur 
énergétique dans le diabéte galactosurique expérimental 
et action protectrice de l’acide orotique. 

Au cours d’une nouvelle série de recherches sur 
le diabéte galactosurique expérimental du rat, les 
auteurs ont pu prouver, par l'étude de la phosphory- 
lation oxydative des mitochondries de cellules hépa- 
tiques et de l’incorporation du P32 dans les différentes 
fractions phosphorées d’extraits d’homogénats de 
foie, une réduction notable de l’énergie mise a la 
disposition du métabolisme cellulaire. Ces graves 
perturbations fonctionnelles sont favorablement mo- 
difiées par l’adjonction d’acide orotique au régime 
enrichi en galactose. Les auteurs discutent le possible 
mécanisme de l’action protectrice exercée par cet 
important précurseur des pyrimidines. 
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SUMMARY 


Modifications of high-energy phosphates in experimental 
galactosuric diabetes and protective action of orotic acid. 
In a further series of investigations on experimental 

galactosuric diabetes a marked reduction of the energy 
available for cell metabolism has been demonstrated 
through the study of the oxydative phosphorilation 
in the liver cell mitochondria and the uptake of P32 
in the different phosphate fractions of liver homoge- 
nate extracts. These severe functional changes are 
favourably influenced when orotic acid is added 
to the galactose-enriched dict. The mechanisms 
possibly involved in the action of this important 
precursor of pyrimidines are discussed. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Verdnderungen der phosphorhaltigen Verbindungen mit 
hohem energetischen Niveau im Laufe des experimentel- 
len galaktosurischen Diabetes. Schiitzende Wéirkung 
der Orotsdure. 


In einer weiteren Untersuchungsfolge beim experi- 
mentellen galaktosurischen Diabetes der Ratte, war 
es méglich, durch Beobachtungen der oxydativen 
Phosphorilisierung der Mitochondrien in den Leber- 
zellen, sowie der Organisierung des P32 in den ver- 
schiedenen phosphorhaltigen Fraktionen homogeni- 
sierter Leberextrakte, eine bedeutende Verminderung 
der zu Verfiigung des Zellhaushaltes gestellten Energie 
zu beweisen. Diese schweren funktionellen St6rungen 
werden durch Zusatz von Orotsdéure zu der mit 
Galaktose angereicherten Diat giinstig beeinflusst. 
Der voraussichtliche Mechanismus der schiitzenden 
Wirkung dieses wichtigen Vorlaufers der Pyrimidine 
wird besprochen. 


RESUMEN 


Modificaciones de los compuestos fostorados de alto nivel 
energético en la diabetes galactosirica experimental y 
accion protectora del dcido orédtico. 

En una nueva serie de investigaciones realizadas 
en la diabetes galactostrica experimental de la rata, 
se ha podido demostrar, mediante el estudio de la 
fosforilacién oxidativa de las mitocondrias de células 
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hepaticas y de la incorporacion del P32 en las varias 
fracciones fosforadas de extractos de homogenados de 
higado, una notable reduccién de la energia puesta 
a disposicién del metabolismo celular. Estos graves 
trastornos funcionales se modifican favorablemente 
afiadiendo acido orético a la dieta enriquecida con 
galactosa. Se discute el posible mecanismo de la 
accion protectora de este importante precursor de 
las pirimidinas. 
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L’attivita colesterolo-esterasica nelle epatopatie 


A. BERTOLINI - C. GUARDAMAGNA - N. MASSARI 


La presenza della colesterolo-esterasi fu 
dimostrata (1, 2) nel siero, in vitro, a 37°C e 
a pH 8, dall’aumento degli esteri del coleste- 
a rimanendo invariato il colesterolo to- 
tale. L’attivita enzimatica, abbastanza costante 

r ogni singolo individuo in condizioni fisio- 
latches non é evidenziabile, probabilmente 
per denaturazione, se il siero viene previamente 
tenuto a 56-58° C per mezz’ora (1, 2). 
stato posto il problema se tale colesterolo- 
-esterasi fosse uguale a quella degli organi; 
per alcuni AA. (4, 5) si tratterebbe di due 
diversi tipi di enzimi o di gruppi di enzimi, 
luno tissutale o intracellulare o idrolizzante, 
l’altro serico od extra cellulare o esterificante, 
mentre per altri la loro natura sarebbe uguale 
e la diversa azione sarebbe in rapporto con 
altre azioni accoppiate (6). 


Si é perd osservato (7) che diverse condizioni spe- 
rimentali permettono di scindere |’attivita enzimatica 
serica nelle due direzioni opposte, cioé di sintesi o 
di scissione degli esteri Bry Cosi, mentre 
il pH 7,8 é@ ottimale per entrambe le reazioni, a 
superiori l’attivita esterificante diminuisce, 
sino ad annullarsi a pH 9,5, come del resto al di 
sotto di pH $,5; inoltre molte sostanze, se inibiscono 
l’azione esterificante (1, 2, 8), attivano al contrario 
quella idrolizzante. Cid naturalmente ha fatto rite- 
nere probabile l’esistenza di due distinti enzimi serici 
(9, 10, 11), uno idrolizzante ed uno esterificante; 
ma sembra pit probabile l’esistenza di un solo en- 
zima (7) la cui attivita in senso idrolizzante od este- 
rificante @ regolata da una parallela reazione enzi- 
matica che libera, dai fosfoaminolipidi del siero, 
gli acidi grassi necessari alla esterificazione del cole- 
sterolo. Alcuni AA. (12) affermano che solo il siero 
del cane contiene la colesterolo-esterasi, mentre 
quello di altre specie, compreso l’uomo, o non la 
contiene o contiene un enzima ben poco attivo. 
L’esterificazione osservata sarebbe semplicemente un 
fenomeno fisico-chimico legato allo stato di disper- 


sione del colesterolo e solo il colesterolo naturale 
verrebbe esterificato, mai quello aggiunto; l’aggiunta 
al siero di lecitine porta perd ad aumento del cole- 
sterolo esterificato (43), per cui é presumibile che 
ossa essere alterata la condizione fisico-chimica delle 
ecitine gia presenti nel siero. 

Quali che siano le condizioni dell’esterificazione, 
sé ad ogni modo dimostrato (13) che esiste uno 
stretto parallelismo fra le modificazioni del lipido- 
-gramma e l’esterificazione del colesterolo nel corso 
dell’incubazione, e¢ che tale processo avviene solo 
se le lecitine forniscono acidi grassi e se il colesterolo 
si trova in uno stato di dispersione conveniente. 
Alcune sostanze che sono inibitrici della colesterolo- 
-esterasi agiscono sullo stato di dispersione del cole- 
sterolo e sulle sinapsi lipoproteiche, mentre altre 
agiscono sull’enzima che catalizza la reazione paral- 
lela sulle lecitine. L’importanza essenziale della sud- 
detta attivita enzimatica nel processo di esterifica- 
zione del colesterolo é dimostrata dal fatto che, mentre 
lestratto totale del pancreas ha azione idrolitica sul 
colesterolo esterificato del siero inattivato al calore, 
il succo pancreatico, raccolto da fistola, ha azione 
esterificante: cid per la presenza (14) di un fattore 
capace di liberare dai lipidi serici gli acidi grassi 
necessari all’esterificazione del colesterolo; tali acidi 
grassi derivano (7) dalla scissione delle lecitine per 
opera della lecitinasi B. Tale enzima sembra pre- 
sente anche nel siero umano (16) e condiziona la 
reazione enzimatica idrolizzante od_ esterificante; 
effettivamente durante l’incubazione di un siero la 
decomposizione delle lecitine in acidi grassi e glice- 
rofosfati di colina evolve parallelamente ed in senso 
inverso all’esterificazione del colesterolo. 


lecitinasi B 
a) lecitina H,O0 — —-—+ 2 acidi grassi + 
+ glicerofosfati di colina 


colesterolo- 


-esterasi 
b) 2 acidi grassi + 2 colesterolo — + 2 esteri 
di colesterolo + 2 H,O 
ossia riassumendo: 
c) lecitina 2 colesterolo —— 2 esteri di coleste- 


rolo -- glicerofosfati di colina. 
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Comunque sia l’intimo meccanismo dell’attivita 
colesterolo-esterasica, con tale termine si intende 
sia il suo potere esterificante, sia quello idrolitico, 
quest’ultimo il pil spesso mascherato dalla preva- 
lenza del primo e solo in particolari casi reso evidente, 
come si pud sperimentalmente provare, od in vitro, 
usando alcune sostanze cosiddette inibitrici della 
colesterolo-esterasi, od in vivo, rendendo gli animali 
ipercolesterolemici (17); in questi casi infatti l’attivita 
dell’enzima ha un orientamento verso l’idrolisi degli 
esteri. 

Il termine di attivita colesterolo-esterasica ¢ quindi 
una valutazione globale di una attivita che solo nei 
casi limite ha un orientamento unico, il pil spesso 
essendo la somma algebrica di due reazioni opposte. 

Prevalendo nel siero l’attivita esterificante dell’en- 
zima, € soprattutto nei suoi riguardi che si é parlato 
di sostanze inibitrici, tanto pi che molte di esse 
evidenziano € promuovono un netto potere idroliz- 
zante (7); cosi € per (1, 2, 8) i prodotti dell’emolisi, 
i sali biliari, il sleeodins di sodio al 4%, gli anti- 
settici, il timolo all’1% ed anche per gli ormoni 
ipofisari anteriori (3). 

Data la complessita del fenomeno esterasico in 
questione, il presunto punto di attacco degli inibi- 
tori non é univoco. I sali biliari, ad esempio, agireb- 
bero sullo stato di dispersione del colesterolo e sulle 
sue sinapsi con le proteine (13), tanto che essi, mentre 
attivano l’enzima nel lume intestinale, dove il cole- 
sterolo non si trova legato alle proteine, lo inibiscono 
nel siero, appunto per azione sulle lipoproteine. 


La convergenza di vari fattori nel fenomeno 
della colesterolo-esterasi non rende quindi 
arbitrario il pensare che questa attivita enzi- 
matica possa essere turbata, in senso e gradi 
diversi, dalle svariate alterazioni del fegato, 
anche prescindendo dalla possibile genesi epa- 
tica dell’enzima stesso. Infatti sembrano di 
origine epatica sia la formazione delle sinapsi 
lipido-proteiche (19), sia quella delle lecitine 
(che nelle cirrosi si formano molto pid len- 
tamente, 20) e forse anche la formazione delle 
lecitinasi (21, 22). I legami lipido-profeici 
possono venire turbati, se non nella loro 
formazione, certo nella loro stabilita, dalla 
presenza, inoltre, di abnormi quantita di 
sali biliari; infatti si realizzerebbero mediante 
un fattore favorente l’unione dei due costi- 
tuenti (23), il quale dapprima formerebbe con 
il lipide un complesso idro-solubile ed idro- 
filo, adatto ad entrare in contatto con il 
rotide, poi si eliminerebbe lasciando stabile 
f sinapsi cosi creata. Nei sieri colalemici, 
in cui i sali biliari, considerati appunto inter- 
mediari (24), non possono venire eliminati, 
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le sinapsi sarebbero molto labili. Comunque 
sia, é stato provato che la presenza di sali 
biliari nel siero diminuisce sempre l’attivita 
colesterolo-esterasica (25, 26); al dubbio che 
pud sorgere su tale effetto inibitore dei sali 
biliari (21, 27), basato sul dato che in vitro 
occorre aggiungerne una quantita dal 2,5 %(28) 
al 4% (22), mentre nei colalemici la massima 
concentrazione riscontrata é di circa lo 0,15 %o 
(27, 29), & contrapposto il dato che nel siero 
colalemico i sali biliari non sono liberi, ma 
fissati alle proteine, probabilmente allo stesso 
modo che nella cellule epatica, e che come tali 
essi esercitano un pit elevato potere inibi- 
tore (30). 

L’attivita colesterolo-esterasica nelle epato- 
patie non ha sempre un comportamento uni- 
voco, contrariamente ad altre attivita enzimati- 
che che, come la pseudo-colinesterasi (31, 32), 
presentano costantemente una diminuzione. 
Infatti essa nelle epatopatie non itterigene é 
stata trovata ora normale (33), ora solo par- 
zialmente alterata (34, 35), mentre sembra 
sempre diminuita negli itteri ostruttivi (34, 35), 
senza peraltro alcun rapporto con le prove di 
funzionalita epatica protide- 
mia, fosfatasemia) e con le prove di labilita 
colloidale (34, 35). Tali reperti possono perd 
valutarsi non come dati contrastanti, ma 
come indici di una differente gravita dell’alte- 
razione epatica. L’inibizione dell’enzima da 
sali biliari ¢ da vedersi, sotto questo punto 
di vista, come una inibizione che potremmo 
chiamare periferica, nel senso che é relativa- 
mente iedipeaiteens da una buona o cattiva 
funzionalita della epatocellula. Del resto, nelle 
epatiti itterigene acute si attribuisce la causa 
dell’aumento del colesterolo, sia libero che 
esterificato, alla ipercolalemia, che determi- 
nerebbe un blocco parziale delle sintesi degli 
acidi biliari, onde fi maggiore disponibilita 
di scheletri steranici per la sintesi meno spe- 
cifica del colesterolo (36), la quale pud richie- 
dere pur sempre una buona od almeno di- 
screta funzionalita dell’epatocita. Infatti, l’au- 
mento del colesterolo libero ed esterificato si 
ha se la cellula epatica non é@ notevolmente 
danneggiata, altrimenti, come si avvera nella 
cirrosi, diminuisce l’esterificazione ed anche 
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la sintesi degli scheletri steranici, onde ipoco- 
lesterolemia con marcato abbassamento degli 
esteri; cid sta a dimostrare che, delle due 
attivita della cellula epatica, |’esterificante 
viene alterata prima che non quella di sintesi 
dello scheletro steranico. L’alterazione dell’at- 
tivita colesterolo-esterasica nelle epatiti non 
itterigene pud essere un segno di danno 
della cellula epatica abbastanza avanzato, sia 
che esso riguardi o l’uno o ’altro dei vari fat- 
tori che condizionano la reazione enzimatica. 
Noi abbiamo esaminato I’attivita colesterolo- 
-esterasica del siero di un notevole numero 
di soggetti affetti da epatopatie di varia natura 
€ gravita, sottoposti ad un periodo di incuba- 
zione di 4 giorni consecutivi, a 37°C; cid 
poiché si é visto (37) che nei sieri di soggetti 
umani normali, mentre durante le prime 48 
ore si ha costantemente diminuzione del cole- 
sterolo libero, ossia esterificazione, nelle ore 
successive pud prevalere e quindi manifestarsi 
un attivita ideclitica, il che sembra avvenire 
nel 50% circa dei soggetti esaminati. Abbiamo 
percid seguito il comportamento dell’ attivita 
colesterolo-esterasica allo scopo di mettere in 
evidenza se e in quale misura nel siero degli 
epatopatici avvenga inversione di attivita ¢ 
uali siano le eventuali deviazioni nei con- 
Conti dei sieri dei soggetti normali, sia per la 
fase idrolitica che per quella esterificante sia 
quantitativamente Re qualitativamente. 


METODICA 


Ci siamo serviti di 126 casi, in maggioranza affetti 
da diverse epatopatie di tipo cronico, tenuti a digiuno 
da almeno 12 ore e sul loro siero abbiamo determinato 
l’attivita colesterolo-esterasica. Essa é stata valutata 
basandosi sulle variazioni del colesterolo libero, 
determinato col metodo di Bloor (38), su aliquote 
di siero prese ad intervalli di tempo di 24 ore l’una dal- 
Valtra, a partire dal momento dell’incubazione iniziata 
tre ore dopo il prelievo. Le variazioni quantitative del 
colesterolo libero in diminuzione in aumento 
attestano rispettivamente l’attivita esterificante od 
idrolizzante presente nel siero stesso. 

I dati, trasformati in variazioni percentuali per 
comodita di confronto, sono correlati sia alla diagnosi 
clinica che ad alcune prove di funzionalita epatica, 
sia in riferimento alla funzionalita parenchimale (bi- 
lirubinemia frazionata, attivita pseudo-colinesterasica 
serica, colesterolemia, rapporto esteri colesterolici/ 
colesterolo libero), che mesenchimale (prove di 
labilita colloidale) del fegato, nell’intento di vedere 


se Palterazione dell’attivita enzimatica potesse met- 
tersi in rapporto con qualcuna di tali prove; il che 
oltre ad avere valore clinico, diagnostico e pro- 
gnostico, potrebbe illuminarci anche sulla compren- 
sione della patogenesi della variazione riscontrata, 
ed in particolare da quale delle funzioni dell’epatocita 
dipenda in tutto od in parte la variazione enzimatica 
in esame (*). 

Le variazioni sono espresse col loro valore medio 
integrato dalla deviazione standard. 

Per quanto riguarda le prove di funzionalita epatica, 
si tenga presente che: 
— le reazioni di labilita colloidale (Ucko, Takata- 
Dohomoto, Hanger, McLagan, Weltmann) sono 
state valutate nel loro insieme con uno, due o tre 
segni di positivita; 
— la bilirubinemia é stata determinata col metodo 
di Malloy ed Evelyn (35), che da valori normali di 
BT da 0,20 a 0,80 mg%. Noi ci siamo perd inte- 
ressati solo della frazione bilirubinemica diretta, i 
cui dati sono fondamentali, nell’ambito del ricambio 
pigmentario, per la valutazione della funzionalita 
dell’ epatocita ; 
— lattivita pseudo-colinesterasica serica é stata 
calcolata (40) in termini di iniziale velocita di idrolisi 
dell’acetilcolina, l’unita scelta essendo costituita dalla 
quantita di enzima necessario a liberare 1 cc di acido 
acetico 0,01 N da un eccesso di acetilcolina in 10’ a 
pH 8 e temperatura di 37,5° C; ivalori normali variano 
da 0,9 a 3,9 U., anche se nel 75 % dei casi si danno 
valori di 1,8 - 3,2 U.; 
— il tasso del ferro e del rame serici sono stati de- 
terminati secondo metodi gia da noi adottati (41) e 
che danno come valori normali 115-140 gamma % 
per la sideremia e 115-125 gamma % per la cupremia. 


RISULTATI 


Possono cosi brevem:nte riassumersi (ta- 


belle I e Il): 


1) attivita colesterolo-esterasica ed epatopatie. 
L’attivita enzimatica espressa come valore 
medio é senz’altro diminuita rispetto al valore 
medio dei casi normali, in entrambe le fasi, 
e tanto pit fortemente quanto maggiore é il 
danno epatico, come dimostrano i pit: bassi 
valori riscontrati nella cirrosi, che sono al- 
lincirca 30% di quelli normali. Uguale con- 
siderazione pud farsi per i valori esprimenti 
le velocita della reazione enzimatica. Anche 
i valori di deviazione standard denunciano nel 
complesso una diminuzione, ma_inferiore 
rispetto a quella del dato medio e non costante, 
€ soprattutto non proporzionale al danno 


(*) E stata praticata inoltre la determinazione del ferro ¢ 
del rame serici (15, 18) 
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TABELLA I - Attivita colesterolo-esterasica serica nelle epatopatie 
(espressa in valori medi [M] con deviazione standard [+ 9]). 


Diagnosi Normali 
Attivita esterificante M 51 
A 
OO% 15 
Velocita dell’attivita M 19 
esterificante 
L\ % “4 6 
Attivita idrolitica M 35 
A % +4 + 21 
Velocita dell’attivita M 28 
idrolitica 
Percentuale di casi con assenza di attivita idrolitica 18,1 


L’attivita ¢ espressa come variazione percentuale (/\ %) del colesterolo libero ¢ la velocita é il rapporto tra tale variazione ed il tempo 


espresso in giorni. 


epatico. Per nulla probativi sono invece i 
valori dei singoli casi, data l’ampiezza delle 
oscillazioni tra’ valori minimi e massimi, sia 
dei casi normali che di quelli patologici; 


2) inversione di attivita enzimatica. Il pas- 
saggio dalla fase esterificante iniziale a quella 
secondaria idrolizzante avviene nella grandis- 
sima maggioranza dei casi di epatopatic (92% 
circa), mentre lo si trova nell’82% circa dei 
casi normali. Se perd si considerano i singoli 
quadri nosologici vediamo che un danno 
epatico notevole, quale si ha nella cirrosi, ha 
una percentuale di inversione pressoché uguale 
(83%) a quella dei soggetti normali; 


3) attivita colesterolo-esterasica e prove di 
labilita colloidale. L’attivita enzimatica dimi- 
nuisce d’intensita mano mano che le prove di 
labilita colloidale si fanno pit positive e cid 
riguarda sia la fase prom che quella 
idrolitica della reazione, comprendendone sia 
l’aspetto quantitativo che quello della sua 
velocita. Si tratta di una riduzione del valore 
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Epatiti Feg. Occl. Epat. cr. | Epat. cr. iced 
acute da stasi biliare colang. | parench Cirrosi 
6 24 4 15 49 17 
30 32 33 30 30 ae 
9 II + 18 + 10 + 15 +6 
12 14 12 10 13 II 
4 5 4 t 4 £7 +6 
30 22 33 18 20 13 
13 II II + 8 8 +8 
23 17 32 15 10 
5 10 13 9 10 8 
_ 4,1 25 6,6 6,1 17,6 


medio, la quale dipende dal venir meno dei 
casi a forte attivita colesterolo-esterasica, 
mentre compaiono od aumentano quelli con 
attivita colesterolo-esterasica nulla o molto 
bassa. Siamo quindi sempre. nel campo di 
variazioni valutabili solo sul piano statistico; 


4) attivita colesterolo-esterasica e bilirubine- 
mia. Non sembra esservi tra queste due va- 
riabili alcuna relazione neppure qualitativa od 
anche solo approssimativa. Si direbbe anzi che 
con l’aumentare del rapporto BDR/BDT si 
abbia un ritorno ai valori dei casi a rapporto 
BDR/BDT pit basso e quindi, per quanto 
entro limiti discutibili, a funzionalita epatocel- 
lulare migliore ; 


5) attivita colesterolo-esterasica e colestero- 
lemia. La diminuzione dei valori del coleste- 
rolo totale sembra influire solo sulla fase 
secondaria idrolitica dell’attivita enzimatica, 
per la quale si constatano un aumento dei casi 
in cui essa é assente, una diminuzione della 
quantita e della velocita di reazione ed una 


TABELLA II - Attivita colesterolo-esterasica serica e prove di funzionalita epatica. 
a) Rapporto con bilirubinemia e colesterolemia. 
— Bilirubi ia Colesterolemia Colesterolo esteri 
osi Prove di funzionalita epatica (BDR in % di BDT) * totale (g %.) Colesterolo libero 
2§ 25 - §0 §I 75 > 75 < L§ <I 
35 1s 27 49 117 9 39 66 21 
Attivita esterificante M 31 27 28 30 31 32 37 34 22 
6 \ 
A % LG + 16 + 8 + 10 15 13 L 10 + 16 L 14 L 6 
Velocita dell’attivita M II 10 II 13 13 13 15 15 10 
6 esterificante 
% LG 8 + 4 § 10 7 t § 6 8 4 
Attivita idrolitica M 24 18 17 21 21 14 23 20 14 
8 
A% G + 14 + 14 14 13 II 18 + 8 
Velocita dell’attivita M 19 1s 13 7 16 10 19 16 11 
idrolitica 
A of G 14 II 10 14 14 8 18 10 + 10 
Percentuale di casi con assenza di attivita idrolitica 557 13,2 14,8 6,1 75 25 12,8 6 10 
tempo 
b) Rapporto con pseudocolinesterasi, labilita colloidale, ferro e rame serici. 
wie Pseudocolinesterasi Labilita colloidale Ferro serico Rame serico 
) dei Prove di funzionalita epatica nita) (y %) (Y “o) 
isica, -0,9 0,9-0,5 0,5 negative + ++ >140 70-140 >I2§ <115 
con 
10lto Numero dei casi ........ 68 5 13 Ir 40 2 33 8 Ito 8 $9 58 ‘ 
4 3 4 ) 
di 
tico; Attivita esterificante M 36 28 26 $I 35 30 23 29 32 29 28 36 34 
bine- L\ % +16 14 its +1 ts +7 15 | +16 
Va- 
Velocita dell’ attivita M 
12 II I I 11 13 13 12 I 
‘a od esterificante 4 9 + 14 
1 che x ° + G 7 8 7 - 6 6 § 8 8 7 4 5 8 + § 
si 
0rto Attivita idrolitica M 23 21 12 35 20 20 17 19 21 19 22 21 24 
lanto 
‘ocel- 14 10 21 7 12 6 I 13 ) 12 II 13 
bese Nia M 17 16 9 28 12 16 15 19 16 14 18 18 19 
drohtica 
stero 
leste- Z\° £@| +33 13 9 18 10 13 10 tr Il 10 13 9 13 
fase 
reentuale di casi con assenza 8.8 > 3 181 5 i! 6.6 1 11,1 
1 Casi 
L’attivita ¢ espressa come variazione percentuale (.\°%%) del colesterolo libero ¢ la velocita é il rapporto tra tale variazione e¢ il 
ella pressa | pe PE < 
tempo espresso in giorni. — Valori medi (M) con deviazione standard (+ o). * BDR bilirubinemia diretta ritardata; BDT 
| una bilirubinemia diretta totale. 
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modica diminuzione dei valori di deviazione 
standard. All’una ed all’altra fase é poi comune 
la diminuzione dei valori massimi dell’ attivita 
enzimatica; 


6) attivita colesterolo-esterasica e rapporto 
esteri colesterolici/collesterolo libero. Si ha un 
uguale comportamento nelle due fasi di at- 
tivita colesterolo-esterasica, le cui ‘reazioni 
diminuiscono di velocita, di quantita e di va- 
riabilita individuali, col diminuire del rapporto 
colesterolo esteri/colesterolo libero. La dimi- 
nuzione é perd netta solo quando la caduta 
dell’esterificato é notevole; 


7) attivita colesterolo-esterasica e ferro serico. 
Non é@ evidenziabile alcun particolare rap- 
porto, se si esclude una modesta diminuzione 
dei valori di attivita enzimatica ai due estremi 
della scala dei valori sideremici, certamente 
espressione del fatto che in tali estremi sono 
comprese le pitt notevoli epatopatie; 


8) attivita colesterolo-esterasica e rame serico. 
Si possono fare considerazioni analoghe a 
quelle gia dette per il ferro; 


9) attivita colesterolo-esterasica e pseudo- 
colinesterasi serica. Tra le due attivita estera- 
siche sembra esistere una correlazione. Cid 
riguarda sia l’una che I’altra fase dell’attivita 
colesterolo-esterasica e di esse vengono in 
egual misura interessate la velocita delle rea- 
zioni, la loro quantita ed i loro margini 
di oscillazione. Parallelamente al diminuire 
dell’attivita di un enzima serico, si ha la di- 
minuzione dell’attivita dell’altro. E pero da 
notare che la fase idrolizzante della coleste- 
rolo-esterasi € presente con tanta maggiore 
frequenza quanto compromessa é [’atti- 
vita pseudo-colinesterasica, seppure con at- 
tivita spiccatamente diminuita. 


CONSIDERAZIONI 


L’insieme dei risultati porta ad affermare che 
la colesterolo-esterasi serica ha la sua attivita 
correlata, se non dipendente, con I’attivita fun- 
zionale del tessuto epatico, contrariamente a 
quanto da parecchi affermato. Non é solo 
quindi la presenza di un’alta colalemia la 
causa della diminuzione dell’ attivita enzimatica 
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in questione, ma anche la diminuita capacita 
funzionale dell’epatocita, il che poi pud por- 
tare, per altra via, ad analoghe disfunzioni 
proteiche e lipido-proteiche, come s’é detto 
nella parte introduttiva. Poiché in ultima ana- 
lisi la biosintesi di un enzima é un problema 
particolare di sintesi proteica, e poiché le mole- 
cole proteiche sono dotate di numerosi gruppi 
reattivi (acido basico, amidico, idrossialifatico, 
disulfurico, metiltiolico), facile la compren- 
sione che peculiari condizioni metaboliche pos- 
sano sia modificarne la sintesi, che cambiare od 
annullare la reattivita dell’intera molecola (42). 

Se tutte le prove di funzionalita epatica 
esaminate hanno messo in evidenza una pit 
© meno grossolana correlazione di propor- 
zionalita tra l’aggravarsi del danno epatico e 
la diminuita attivita colesterolo-esterasica, con- 
fermando il rilievo che l’enzima é meno attivo 
nelle forme pit spinte di disfunzione epatica, 

uali si hanno nelle cirrosi, due prove richie- 
una particolare attenzione. L’una é 
il gruppo delle prove di labilita colloidale, 
l’altra ricerca dell’attivita pseudo-coline- 
sterasica serica. Se le prime infatti mettono 
in evidenza che una disprotidemia é suffi- 
ciente ad alterare |’attivita enzimatica, la se- 
conda, specifica per la funzionalita dell’epa- 
tocita e la cui alterazione é abbastanza propor- 
zionale al danno del fegato, pone in risalto 
la sua quasi quantitativa diretta correlazione 
con l’attivita colesterolo-esterasica, ossia la pro- 
porzionalita diretta tra questa attivita ed il 
danno epatico. Non é quindi solo in causa 
una particolare situazione di alterazione fisico- 
chimica delle lipoproteine, ma si é in presenza 
di qualcosa di pit complesso e di pit specifico 
per la funzione della cellula epatica. 

La mancata correlazione tra attivita enzima- 
tica e quadro bilirubinemico non ci stupisce, 
dal momento che si sa che i valori_ bilirubi- 
nemici non hanno una stretta correlazione 
con il danno epatocellulare, interferendo fat- 
tori anche estranei alla cellula epatica. 

Al di fuori quindi del quadro bilirubinemico, 
non ci sentiamo in accordo con quanti negano 
ogni correlazione tra le varie prove di fun- 
zionalita epatica e I’attivita colesterolo-este- 
rasica serica, anche se la nostra osservazione 
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ha un valore solamente statistico, perché ¢é 
facile ammettere che troppo grande é la va- 
riabilita normale, ed anche patologica, dei 
valori di attivita colesterolo-esterasica, per 
dare valore diagnostico al singolo caso. Cid 
potrebbe inficiare del tutto il valore della 
ricerca di tale attivitai enzimatica, se non si 
riflettesse che la constatata correlazione tra 
colesterolo-esterasi e funzione epatica porta a 
dare valore prognostico al singolo caso, qua- 
lora l’esame venga ripetuto nel decorso della 
malattia stessa. E del resto una situazione che 
in patologia epatica si presenta non infre- 
quentemente, anche se presente essa 
spinta all’estremo, non avendosi né un valore 
minimo, né un valore massimo, pur anche 
molto distanziati, da far valere come limite- 
-soglia di una sicuramente buona o cattiva 
funzionalita del fegato. 

Quanto al modo in cui I’attivita colesterolo- 
-esterasica venga diminuita, possiamo dire che 
essa lo é sia a sua dinamica totale che nella 
sua cinetica e che entrambe le fasi (esterifi- 
cante ed idrolizzante) lo sono in modo pres- 
soché uguale; colpisce il fatto perd che rara- 
mente viene a mancare l’inversione di atti- 
vita al di la di un certo tempo, quasi che cid 
corrisponda ad una caratteristica dell’enzima 
stesso. Costantemente diminuita é invece la 
variabilita dei valori esprimenti l’attivita en- 
zimatica. 


RIASSUNTO 


L’attivita colesterolo-esterasica é studiata in diverse 
forme di epatopatie acute e croniche. Il comporta- 
mento di tale attivita é stato raffrontato con alcune 
prove di funzionalita epatica. L’attivita enzimatica 
é senz’altro diminuita tanto pit fortemente, quanto 
maggiore é il danno epatico, ma solo come valore 
medio statistico, mentre non hanno importanza 
probativa i valori dei singoli casi. Tra le prove di 
tunzionalita epatica, l’attivita pseudo-colinesterasica 
serica e le prove di labilita colloidale hanno dato 
valori consensuali con quelli dell’attivita enzimatica 
studiata. 


RESUME 


L’activité cholestérol-estérasique dans les hépatopathies. 


L’activité cholestérol-estérasique a été étudiée dans 
différentes formes d’hépatopathies aigués et chroni- 
ques. Le comportement de cette activité a été con- 


fronté avec plusieurs épreuves fonctionnelles hépa- 
tiques. Il est certain que l’activité enzymatique a 
diminué en mesure d’autant plus sensibile que I’at- 
teinte hépatique était plus grave, mais seulement 
comme valeur moyenne statistique, les chiffres en- 
registrés dans chaque cas particulier n’ayant pas une 
a significative. Parmi les épreuves fonction- 
nelles hépatiques, ce sont l’activité pseudo-choline- 
stérasique sérique et les épreuves de labilité colloidale 
qui ont donné des valeurs coincidant avec celles de 
l’activité enzymatique étudiée. 


SUMMARY 
Cholesterol-esterase activity in liver disease. 


Cholesterol-esterase activity was studied in various 
forms of acute and chronic liver disease and the 
behaviour of this activity was compared with some 
liver function tests. The enzymatic activity is defi- 
nitely reduced inasmuch the greater is the liver da- 
mage, the lower is its mean value; the values of 
the single cases, however, have no definite signifi- 
cance. Among the liver function tests, serum pseudo- 
-cholinesterase activity and colloidal lability tests 
gave the best correlation with cholesterol-esterase 
activity. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Die cholesterol-esterasische Aktivitat bei Leberkrank- 
heiten. 


Die cholesterol-esterasische Aktivitit wurde bei 
verschiedenen Formen von akuten und chronischen 
Leberkrankheiten studiert. Das Verhalten dieser Akti- 
vitat wurde mittels einiger Leberfunktionsproben 
verglichen. Die enzymatische Aktivitat ist deutlich 
umso geringer, je grdésser die Leberbeschaidigung ist; 
verwertbar sind jedoch nur die Durchschnittwerte, 
denn Einzelfalle haben keinen beweisenden Wert. 
Unter den Leberfunktionsproben sind die pseudo- 
-cholinesterasische Aktivitat des Serums und die 
Ergebnisse der Colloidlabilitatproben gleichwertig 
mit der untersuchten enzymatischen Aktivitit. 

RESUMEN 
La actividad colesterol-esterdsica en las hepatopatias. 

Se ha estudiado la actividad colesterol-esterasica 
en distintas formas de hepatopatias agudas y crénicas. 
El comportamiento de esta actividad ha sido confron- 
tado con algunas pruebas funcionales hepaticas. Es 
cierto que b actividad enzimica se muestra tanto 
mas reducida cuanto mayor es el dafio hepatico, pero 
solamente como valor medio estadistico, mientras los 
valores obtenidos en cada caso particular no tienen 
importancia probatoria. Entre las pruebas funcionales 
hepaticas, la actividad pseudocolinesterasica sérica y 
las pruebas de labilidad coloidal han dado valores 
concordes con los de la actividad enzimica estudiada. 
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ISTITUTO DI FISIOLOGIA UMANA DELL’UNIVERSITA DI NAPOLI 


(Direttore: Prof. G. Bergami) 


Tiaminasi: recenti acquisizioni 


E. MAGRI 


Come é noto, Green ed Evans (1) nel 1940 
trovarono che una « malattia dietetica» degli 
animali, per anni nota come « paralisi di Cha- 
stek » e€ i cui sintomi erano anoressia, vomito, 
dimagramento, atassia, iperestesia e paralisi 
Haccida, dipendeva da una deficienza vita- 
minica. Tale malattia, simile nel complesso 
alla poliencefalite umana, era in particolare 
dovuta a una deficienza di tiamina, provocata 
da un enzima presente soprattutto nei pesci 
e detta pertanto « tiaminasi ». Si trattava quindi 
di una insolita avitaminosi, derivante cioé 
dalla distruzione della tiamina presente nella 
dieta, prima ancora che essa venisse assorbita 
nel tubo gastroenterico. L’uomo non ha mai 
sofferto di questa « malattia », sia per la varietd 
delle sue diete sia per il fatto che la tiaminasi 
é pressoché assente nella parte edibile dei 
pesci, essendo distribuita in prevalenza nei 
visceri di questi animali. Inoltre la tiaminasi 
viene distrutta durante gli ordinari processi 
di cottura o, altrimenti, durante la digestione, 
ad opera dei succhi gastrici. 

Prima ancora che Bonner ¢ altri (2) suggeris- 
sero per questo enzima I’attuale nome, adottato 
definitivamente nel 1951 dopo il 16° Con- 
gresso Internazionale di Chimica pura e ap- 
plicata (3), si ebbero per esso varie denomina- 
zioni, quali: «fattore o enzima della paralisi 
di Chastek» (Sealock e Coll. 4, 5, 6), «principio 
dei pesci», «fattore antitiaminico» ed infne 
«aneurinasi», principalmente in Giappone. 

I pesci rappresentano gli animali presso 1 
quali la tiaminasi é@ stata pil intensamente 
studiata, forse perché questo enzima é stato 
per la prima volta scoperto proprio nei pesci. 


Tuttavia non tutti i pesci mostrano di posse- 
derlo. Deutsch e Hasler (7) trovarono presenza 
di tiaminasi in 15 sulle 31 specie di pesci di 
acqua dolce e le 9 specie di acqua salata da 
loro esaminate ne erano assenti. Analogamente 
Lieck e Agreen (8) riscontrarono attiviti tia- 
minasica in 10 specie di pesci di acqua dolce 
sulle 21 esaminate, contro una specie su 9 di 
origine marina. 

Studi pid estesi ¢ accurati sulla distribuzione 
della tiaminasi nei vari organi delle varie specie 
di pesci, molluschi, crostacei, ecc. sono quelli 
di Fujita (9) e di Tatarskaja e Coll. (10), i quali 
ultimi hanno esaminato una notevole varieta 
di esemplari appartenenti alla fauna acquatica 
del Mar Bianco. 

L’interesse dunque della maggior parte degli 
Autori che si sono occupati di tiaminasi si é 
limitato ad alcune varieta di pesci ¢ di: mol- 
luschi, in quanto le fonti pid ricche di questo 
enzima sono proprio fra saeen specie di pesci 
e molluschi d’acqua dolce o salata. Non man- 
cano ricerche eseguite su altro materiale bio- 
logico. Infatti Matsukawa e Misawa (11) nel 
1949 hanno isolato una nuova specie di batteri 
in cui é presente attivita tiaminasica, il Bacillus 
thiaminolyticus. Un analogo batterio fu isolato 
nel 1951 dalle feci umane da Kimura e Ao- 
yama (12) e nel 1952, sempre da feci umane, 
Kimura e¢ Liao (13) isolarono il Clostridium 
thiaminolyticus. 

La presenza di tiaminasi é stata riscontrata 
anche in alcuni vegetali, in particolare nelle 
felci. Miura e Coll. (14) ne hanno accertata 
nel 1950 l'esistenza nello Pteridium aquilinum, 
varieta japonicum. Recentemente la presenza 
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di tiaminasi nelle felci é stata confermata da 
Kenten (15). 

Scarsi sono invece i dati riguardanti la pre- 
senza di tiaminasi negli animali terrestri. Nel 
corso di alcune ricerche su numerosi tessuti 
di animali diversi, é stata riscontrata attivita 
tiaminasica principalmente nel midollo delle 
ossa lunghe, cui seguono, in ordine di attivita 
decrescente, i villi intestinali ed il sangue in 
toto (Magri, 16). 

Tuttavia questi dati hanno solo valore in- 
dicativo e necessitano di una ulteriore conferma 
in quanto i metodi di dosaggio adottati non 
consentono una esatta valutazione qualitativa 
€ quantitativa dell’attivita tiaminasica. 

I metodi di dosaggio dell’ attivita tiaminasica 
si basano generalmente sulla valutazione, per 
differenza, della tiamina scomparsa in seguito 
all’azione dell’enzima. La determinazione della 
tiamina, prima e dopo incubazione con la 
preparazione enzimatica, si esegue per via 
fluorimetrica, previa ossidazione della tiamina 
a tiocromo, oppure per via colorimetrica col 
metodo di Melnick e Field (17). Il metodo 
fluorimetrico, di cui esistono diverse variazioni 
(18, 19, 20) é il pit diffuso. Entrambi questi 
metodi perd sono indiretti, specialmente nel caso 
di dosaggi su estratti grezzi, in quanto la scom- 
parsa della tiamina pud essere dovuta ad altri 
processi enzimatici (per es.: fosforilazione). 

Pit diretto invece é il metodo di Kenten (15), 
che si basa sulla determinazione spettrofoto- 
metrica dell’eteropiritiamina, previa sua ossi- 
dazione a 2-metilpiricromina. L’eteropiri- 
tiamina, tuttavia, rappresenta il prodotto 
dell’azione tiaminasica in presenza di piridina, 
cosa che limita I’uso di questo metodo di 
dosaggio. Recentemente lo stesso Autore ha 
messo a punto un metodo manometrico ba- 
sato sul fatto che la reazione di scissione della 
tiamina (vedi appresso) comporta la libera- 
zione di un idrogenione e quindi di COg, se 
detta reazione avviene in un tampone di 
bicarbonato. Purtroppo questo metodo é di 
limitata applicazione se si pensa che il pH 
del mezzo non pud discostarsi di molto da 
7,4 ¢ che tale valore é relativamente alquanto 
lontano da quello ottimale per le varie at- 
tivita tiaminasiche riportate in letteratura. 
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L’attivita tiaminasica 
male variabile a seconda della fonte da cui 
proviene la preparazione enzimatica studiata. 
Sealock e Coll. (21) hanno trovato nella carpa 
un optimum di attivita a pH 9,1; Somogyi (19) 
ha riferito che il pH ottimo dell’enzima ri- 
cavato dai visceri di carpa ¢ uguale a 6,0; 
Kramptiz e Woolley (22) hanno osservato 
che la massima attivita dell’enzima si ha a 
pH 8; Fabriani e Coll. (23), in vari lamelli- 
branchi, hanno trovato un pH ottimale uguale 
a 4,4. Reddy e Coll. (24) in omogenati di 
Lamellidens marginalis hanno trovato valori 
massimi di attivita tiaminasica a pH 3,6 e 
6,2, tanto che ammettono addirittura I’esi- 
stenza di due tiaminasi distinte. Fujita e Coll. 
(25) hanno trovato con estratti di Meretrix 
e Carassius un pH ottimale rispettivamente 
di 5,0 e 6,0 e con il Bacillus thiaminolyticus 
un pH di 5,0. Scardi e Magri (20) hanno 
trovato nel Mytilus galloprovincialis un pH 
ottimale di 4,5 -— 5,0, in buon accordo con i 
dati di Fabriani e Coll. (23). Secondo Cacioppo 
e Coll. (26) l’enzima grezzo da Venerupis de- 
cussata presenta un pH ottimo a 5,0 mentre 
l’enzima parzialmente purificato presenta un 
pH ottimo a 4,4. Un maggior grado di puri- 
ficazione modifica ulteriormente il pH ottimo 
spostandolo verso I’acidita (pH 3,6). 

E stata studiata anche l’influenza di molti 
sali sul pH ottimale della tiaminasi. grezza e 
purificata; cosi solfato di rame, di litio, di 
magnesio, il cloruro di zinco e di ferro non 
hanno alcuna influenza (26). 

Mentre i dati sul pH ottimale sono discor- 
danti, risentendo quindi e delle condizioni 
sperimentali e della provenienza dell’enzima, 
tutti gli AA. sono concordi nel riconoscere 
la temperatura di 60°C come quella di massima 
attivita oltre la quale l’enzima si inattiva. 

Fujita e Coll. (25) hanno dimostrato che 
lenzima costituito da apoenzima e coen- 
zima. Questo dato é stato confermato per 
altra via anche da Kramptiz e altri (22). Ka- 
minishi (27) separd i due componenti dell’en- 
zima per mezzo di un trattamento combinato 
con acetone e dialisi. Fujita e altri separarono 
completamente i componenti dell’enzima me- 
diante ripetute precipitazioni con acetone. 
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Scardi e Magri (dati inediti) gia hanno osservato 
che la dialisi di estratti di polveri acetoniche di 
epatopancreas di Mytilus galloprovincialis inat- 
tiva completamente l’enzima e che questo 
pud recuperare di nuovo la sua attivita per 
aggiunta di anilina. Accanto a questi dati a 
favore di un enzima composto di un apoen- 
zima (fattore termolabile, non dializzabile) e 
di un cofattore, esistono anche le ricerche di 
Fujita e Coll. sull’esistenza di un fattore ter- 
molabile che tuttavia non perde la sua attivita 
dopo dialisi prolungata. 

Circa il meccanismo d’azione della tiaminasi 
Kramptiz e Woolley (22) hanno dimostrato 
che essa scinde idroliticamente la tiamina in 
due parti, una tiazolica (2-metil-5-idrossimetil- 
-tiazolo) e una pirimidinica (2-metil-4-amino- 
-5-idrossimetilpirimidina). La formazione di 
questi due composti venne dimostrata dagli 
AA. con un metodo microbiologico e questi 
stessi composti vennero isolati e chimicamente 
caratterizzati dalla miscela di reazione costituita 
dalla tiamina e dall’estratto di visceri di carpa. 

Cacioppo e La Grutta (28) hanno identifi- 
cato i prodotti di scissione della tiamina, ad 
opera dois tiaminasi estratta dalla Venerupis 
decussata, mediante cromatografia su carta. 

Secondo Kramptiz e Woolley (22) la scis- 
sione della tiamina per azione della tiaminasi 
si compie in due fasi: in una prima fase dalla 
tiamina si formerebbe tiazolo ed un composto 
intermedio, il quale, in una seconda fase, per 
azione di un fattore presente nei tessuti di 
carpa, si trasformerebbe in 2-metil-4-amino- 
~5-idrossimetilpirimidina. 

Secondo Hennessy e Warner (29) il composto 
intermedio di Kramptiz e Woolley sarebbe 
identificabile con la ictiamina. 

Per interpretare il meccanismo d’azione 
della tiaminasi numerose ricerche sono state 
eseguite considerando I’azione di vari effettori 
sull’attivita dell’enzima. Kramptiz ¢ Woolley 
ed Hennessy e Warner hanno osservato che il 
m-aminobenzil-4-metiltiazolo esplica un’azione 
attivante sulla tiamina in quanto il gruppo 
aminico si combinerebbe con il s-metil della 
porzione pirimidinica di tiamina. Sealock e 
Davis (30), in seguito a esperimenti con estratti 
acetonici di visceri di carpa incubati con tia- 


mina e¢ m-nitroanilina, hanno prospettato un 
meccanismo generale di azione della tiami- 
nasi che comporterebbe una reazione « a scam- 
bio di base» tra la m-nitroanilina e la por- 
zione tiazolica, con transmetilazione e¢ sosti- 
tuzione del gruppo metilico. Fujita e Coll. 
hanno dimostrato che la tiaminasi in presenza 
di tiamina e piridina forma un composto 
che essi hanno isolato e caratterizzato per una 
(2-metil-4-amino)-5-pirimidil-metilpirimidina, 
che sottoposta ad ossidazione con ferricianuro 
di potassio, in ambiente alcalino, si trasforma 
in « piricromo ». 

In icin a tali ricerche gli AA. hanno ammesso 
che la scissione della tiamina ad opera della 
tiaminasi non sia dovuta ad un processo di 
scissione idrolitica, bensi ad una reazione a 
scambio di base tra la porzione tiazolica ¢ le 
amine presenti nell’estratto enzimatico. 

Sealock ¢ White (31) hanno osservato che 
la tiaminasi estratta dai visceri di carpa é 
inibita dalla neopiritiamina, [1-(4-amino-2- 
piridina idrobromuro. Dei derivati pirimidinici 
studiati, la maggiore azione é esercitata da 
5-bromometilpirimidina, mentre l’acido 5-me- 
tilsulfonico il s-etossimetilpirimidina espli- 
cano un’azione inibente. Questi risultati di- 
mostrano |’importanza del gruppo aminico da 
una parte e dell’anello tiazolico dall’altra. 
L’importanza di tale struttura per I’ azione della 
tiaminasi ¢ molto maggiore di quella espletata 
dal gruppo pirimidinico, come é dimostrato 
dall’azione meno inibitiva dei derivati_piri- 
midinici. Per quanto concerne |’azione ini- 
bitrice dell’o-aminobenzil-4-metiltiazolo, che 
ha una struttura simile a quella della tiamina, 
Sealock e Godland hanno interpretato tale 
azione come inibizione di tipo competitivo. 

E possibile per altro ammettere l’esistenza 
di due tiaminasi distinte: una che agisce sul 
legame fra N quaternario e ponte metilenico 
della tiamina sie che provoca la scissione 
idrolitica di quest’ultima. La prima reazione 
avviene in presenza di certe amine e pud rap- 
presentarsi nel modo seguente: 
dove P e T sono rispettivamente le porzioni 
pirimidinica e tiazolica della tiamina. La rea- 
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zione idrolitica ad opera del secondo tipo di 
tiaminasi avverrebbe secondo la seguente 
reazione: 

P-CH,-T++H,O P-CH,OH+T-+H* 

In entrambi i casi si ha liberazione di un 
-idrogenione. E da notare che nel primo caso, 
cioé della reazione a scambio di base, si pud 
addirittura avere liberazione di 2 H+ come 
pure pud non verificarsi alcuna liberazione, 
a seconda della basicita delle amine interessate 
nello scambio. 

Kaminishi (32) ha osservato che alcuni 
composti sulfidrilici esplicano azione atti- 
vante; cosi la cisteina, la quale ad una concen- 
trazione pari a M, produce un’attivazione 
del 17%. Agreen (33) ha dimostrato una 
parziale riduzione dell’attivita della tiaminasi 
in seguito a trattamento con perossido di 
idrogeno ed in seguito a prolungata dialisi; 
l’aggiunta del glutatione ripristinava l’attivita 
dell’enzima. 

Secondo Cacioppo (34) del gruppo delle 
amine aromatiche, mentre anilina, acido m-ami- 
nobenzoico ¢ p-aminobenzoico, sulfanilamide, 
sulfotiazolo, sulfopirina, sulfodiazina, a-nafti- 
lamina, L-fenilalanina e L-tirosina esplicano 
un’azione attivante, acido m-aminoippurico 
€ p-aminoippurico e fenilidrazina svolgono 
una azione inibente. Nessuna azione invece 
svolgono m-nitroanilina, p-nitroanilina e pro- 
caina. 

Dei composti eterociclici studiati: piridoxina, 
L-istidina, 2-metil-4-aminopirina, 2-metil-4- 
-amino-s-aminometilpirina e 2-metil-4-amino- 
-5-idrossimetilpiridina sono attivatori, mentre 
piridina, 2-aminopirina, 2-aminotiazolo e¢ 
4-metil-5-p-idrossimetiltiazolo sono inibenti. 
Nessuna azione ¢ stata osservata per aggiunta 
di acido nicotinico, amide nicotinica e L-tripto- 
fano. Tutti i composti sulfidrilici considerati 
hanno attivato la tiaminasi estratta da Vene- 
rupis decussata. 

Magri invece, nelle sue ricerche sul Mytilus 
(35), ha trovato che sono attive la piridina, 
l’acido nicotinico l’acido para-aminoippurico, 
e relativamente meno attive sono anilina e 
nicotinamide, mentre inattivi sono I’acido 
ortoaminobenzoico, p-aminobenzoico ¢ sul- 
fanilamide. 
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Per quanto riguarda il ruolo fisiologico 
della tiaminasi, varie sono le ipotesi. Si pensa 
che essa scinda la tiamina presente nella dieta 
per poi risintetizzarla. Tale supposizione, 
perd, non é ancora convalidata sperimental- 
mente. Secondo un’altra ipotesi gli organismi 
animali che vivono nell’acqua ricevono 
dall’ambiente circostante vitamina B, in grande 
quantita; il compito della tiaminasi consiste- 
rebbe quindi nel distruggere la tiamina in 
eccesso e nel proteggere cosi l’animale dalla 
ipervitaminosi. A sostegno di tale ipotesi si 
riportano dati secondo i quali il contenuto di 
tiamina nell’acqua di alcuni laghi é tale da 
poter provocare negli animali ipervitami- 
nosi B,. E difficile tuttavia convenire con 
tale teoria, poicht mancano prove spe- 
rimentali sufficienti; da essa si pud solo de- 
durre che vi sono organismi capaci di sop- 
portare quantita elevate di vitamina B,. Cosi, 
gli erbivori a sangue caldo ricevono col cibo 
— essendo essi privi di tiaminasi — forti dosi 
di vitamina B, senza alcun danno. E da tener 
presente a questo proposito che la dose tossica 
é superiore di molte migliaia di volte a quella 
terapeutica. Studi approfonditi di Tatarskaja 
e Coll. (10) hanno dimostrato che fortissime 
dosi di vitamina B, sono state sopportate, 
senza particolari danni, da pesci e microrga- 
nismi che non contengono tiaminasi, per es. 
i salmoni bianchi; gli AA. hanno concluso 
che questi ultimi sarebbero dotati di un mec- 
canismo che permette loro di adattarsi e di 
svilupparsi in ambiente contenente tiamina in 
quantita decine e centinaia di volte superiori 
alla norma. La supposizione che la tiaminasi 
sia necessaria per preservare l’organismo dal- 
l’eccesso di vitamina B, non é quindi assolu- 
tamente concordabile con i dati su esposti, 
tanto pili che essa si riscontra anche in orga- 
nismi che si alimentano con cibo animale, 
ma che non sono saturi di vitamina B, (gam- 
beri, echinodermi e molti pesci). 

Ancora un/altra ipotesi stata avanzata, 
non molto tempo é, da Woolley (36). Se- 


condo tale Autore, la reazione catalizzata dalla 
tiaminasi costituisce per l’organismo una 
sorgente supplementare di energia, che si 
manifesta nella riduzione a N trivalente del- 
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l’atomo di N pentavalente della porzione tia- 
zolica della tiamina. 

Anche se tale ipotesi non si pud considerare 
del tutto certa, tuttavia essa é, rispetto alle 
precedenti, pit’ facilmente conciliabile con la 
presenza di tiaminasi in organismi acquatici, 
diversi per alimentazione e condizioni di 
vita. E da considerare anche, quasi a con- 
ferma dell’idea del Woolley, l’assenza di una 
rigida specificita del coenzima della tiaminasi, 
in altre parole la capacita della tiaminasi di 
servirsi, Come coenzima, di composti azotati 
di struttura assai diversa. 

Inoltre, riferendosi alle ricerche fatte sui 
microbi, non é da escludere che il crearsi di 
alcuni stati impropriamente detti di avita- 
minosi B, nell'uomo sia collegato, diretta- 
mente o indirettamente, all’azione tiaminasica 
dei microbi. A tale proposito é bene far rile- 
vare che i microrganismi contenenti tiaminasi 
sono stati per la prima volta rinvenuti proprio 
negli individui affetti da beri-beri. 

Tutte queste ipotesi, sia pur valide sul piano 
concettuale, contrastano col fatto sperimen- 
tale che il contenuto in tiamina di un qua- 
lunque tessuto viene notevolmente ridotto 
se il tessuto é omogeneizzato ¢ incubato, 
mentre resta inalterato se si provvede subito a 
distruggere la tiaminasi col calore 0 con agenti 
precipitanti. L’enzima quindi, nelle sue sedi 
naturali, non esplica azione distruttrice sulla tia- 
mina; l’attivita tiaminolitica che normalmente 
si riscontra negli studi in vitro, dai quali si 
sono ricavati tutti i risultati ¢ le informazioni 
su questo enzima, non rappresenta con certez- 
za il suo vero e principale ruolo. Accanto a 
questo aspetto della tiaminasi sta la sua capa- 
cita a servirsi di diversi composti azotati nelle 
reazioni a scambio di base, nonché a catalizzare 
la reazione di sintesi di altri composti (*). 
Tale comportamento non esclude la possibilita 
che la tiaminasi serva in vivo a catalizzare le 
sintesi di composti estranei alla tiamina. 

Per concludere, il problema della tiaminasi 
é lungi dall’essere risolto. La mancanza di 
metodi sicuri ¢ diretti per la determinazione 


(*) Woolley, sfruttando l’azione della tiaminasi, ha potuto sin- 
tetizzare con l’aiuto di questo enzima I’acido folico, sebbene con 
rendimento molto basso (36). 


dell’attivita nonché la diversita fra comporta- 
mento in vivo e in vitro ne rendono difficile 
la soluzione. 

L’unica conclusione di portata pratica é che 
per utilizzare animali marini come nutrimento, 
€ necessario sottopporre il materiale a riscalda- 
mento, onde evitare l’azione nociva della tia- 
minasi, conclusione questa alla quale si era 
giunti gia 18 anni or sono, quando il pro- 
blema si era cominciato ad imporre all’atten- 
zione dei biochimici. 


RIASSUNTO 


L’Autore, dopo una rapida sintesi di tutte le no- 
zioni riguardanti la tiaminasi, acquisite dal tempo 
della sua scoperta ad oggi, si sofferma in particolare 
sul meccanismo di azione e sul ruolo fisiologico di 
questo enzima. In tal senso 1’A., ad onta della note- 
vole messe di dati, fa rilevare Pimpossibilita di sta- 
bilire alcunché di definito, principalmente a causa 
della precarieta delle tecniche finora usate per la 
preparazione della tiaminasi, nonché per i relativi 
metodi di dosaggio. 


RESUME 
Thiaminase: acquisitions récentes. 

Aprés avoir rapidement synthétisé toutes les notions 
acquises jusqu’ici sur la thiaminase depuis l’époque 
de sa découverte, l’auteur s’arréte en particulier sur 
le mécanisme d’action de cet enzyme et sur son réle 
physiologique. A ce propos il fait remarquer que, 
malgré toutes les données dont on dispose, il est 
encore impossible d’arriver 4 une conclusion, surtout 
parce que les techniques utilisées jusqu’ici pour la 
préparation de la thiaminase et ses méthodes de 
dosage n’oftrent pas une précision absolue. 


SUMMARY 
Thiaminase: recent advances. 

After a short review of the data concerning thia- 
minase from its discovery until now, the mechanism 
of action and the physiological role of this enzyme 
are specifically examined. In this connection it is 
pointed out that in spite of the great amount of data 
no definite statement can be made, owing principally 
to the unreliability of the techniques employed so 
far for the preparation of thiaminase and of the 
methods used for its dosage. 


ZUSAMMENFASSUNG 
Neweste Erwerbungen iiber die Thioaminase. 
Nach einer raschen Synthese aller, vom Zeitpunkt 
ihrer Entdeckung bis heute, gewonnenen Kenntnisse 
iiber die Thioaminase, won ne der Verfasser be- 


sonders den Wirkungsmechanismus und die phy- 
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siologische Rolle dieses Enzyms. Mit Bezug auf 
diese beiden, hebt der Autor die Tatsache hervor, 
dass es heute noch unméglich ist, trotz der vielen 
gesammelten Angaben, etwas endgiiltiges festzusetzen. 
Dies vor allem, sei es wegen der Ungewissheit der 
bis jetzt zur Herstellung der Thioaminase angewand- 
ten Techniken, als auch wegen der noch unsicheren 
Dosierungsmethoden. 


RESUMEN 
Tiaminasa: adquisiciones recientes. 


Tras una rapida sintesis de todos los conocimientos 
sobre la tiaminasa, adquiridos desde su descubri- 
miento hasta hoy, el autor se detiene en particular 
sobre el mecanismo de accién y el papel fisioldgico 
de esta enzima. En tal sentido, el autor, a pesar de 
la notable cantidad de datos, subraya la imposibilidad 
de llegar a una conclusién principalmente a causa 
de la inseguridad de las técnicas usadas hasta ahora 
para la preparacién de la tiaminasa y de los métodos 
seguidos para su determinacion. 
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